Chapitre |

I ntroduction aux spedrosapiesoptigues é

ala diffusion desneutrons @ des rayons X.

Ladiffusion ce neutrons et de rayons X sont les principales techniques qui ont été employées
au cours de cetravail sur les états denaturés de la NCS. Dans ce dapitre, nows donnors
guelques principes nécessaires ala mmpréhension de nos études. Nous exposons tout d' abord
les gédficités de la diffusion des neutrons et des rayons X aux petits angles et les lois
utili sées pour analyser les résultats. Ensuite, nous présentons les points les plus importants de
la diffusion incohérente inélastique des neutrons, les détails concernant I'analyse de nos
donrées étant exposés dans le chapitre 5. Nous rappelons auss trés rapidement les concepts
de base des autres techniques utili sées comme la fluorescence, le dichroisme drculaire, la

diffusion ce lumiére @ lamicrocdorimétrie.
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1.1 Les gedroscopies optiques

1.1.1 La fluorescence.

En absorbant un phdon, unfluorophae passe de son état éledronique fondamental aun
état excité, instable. Le systéme retourne al’état fondamental en émettant un photon. En
généra, I’ émisdon se produit trés rapidement apres I’ excitation. Sa duréede vie est del’ ordre
de la nanosemnde (0.1-100 rs) (phénomeéne de fluorescence). La grandeur mesurée pendant
une expérience de fluorescence et I'intensité d’ émisson (ou ce fluorescence), d un systéme

qui a éé ecité, en fonction ce lalongueur d’ oncde de lalumiére réémise.

Le signal de fluorescence dépend des interadions diredes et indiredes du fluorophae
avec son environrement. Avec cdte technique, il est possble d éudier les changements de
conformation des protéines en solution, c'est-a-dire dans des condtions smilaires aux
condtions physiologiques. Les protéines fluorescent naturellement dans I’ ultraviolet (UV)
proche. Parmi les vingt addes aminés qui les compaosent, seuls trois résidus possdant des
structures aromatiques, peuvent réémettre la lumiere (phénylaanine, tyrosine d
thryptophane). La fluorescence du tryptophane est, de beaucoup, la plus intense d est trés
sensible a son environrement. En général, les protéines ne @ntiennent que trés peu de
tryptophanes mais leur contribution damine le spedre de fluorescence. Une caadéristique du
signal de fluorescence et donc dépendre essentiellement de quelques groupes fluorescents,
qui ont une taille petite par rappat aux dimensions de la protéine. Cela implique que les
informations que nous alons obtenir sont des informations locdes qui concernent

I”environrement de dhaque fluorophae.

Lalenteur relative du pkénomene d’ émisson permet au fluorophae d’ échanger plus ou
moins d'énergie avec son environrement. Lorsqu une protéine cange de @nformation
chague fluorophae se trouve un environrement different et fluoresce dorc de maniéere
différente. La somme des contributions des différents fluorophaes atténue la structure
vibrationrelle du spedre de fluorescence et le rend continu. En général, lorsque les

tryptophanes ont enfouis dans la matrice protéque ils donrent un spedre plus gructuré que
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lorsqu’ils ont exposés au solvant. De plus ce spedre et décdé vers les courtes longueurs
d’ ondes.

Il est auss possble d' utili ser une sonde fluorescente extérieure ala protéine. Certaines
moléaules, comme les sulfonates d anili nino-naftaléne (ANS), ne fluorescent que dans un
environrement apolaire. En gjoutant ce @mpaosé aune solution ¢k protéine € en éudiant sa
fluorescence il devient dorc possble de déterminer dans quell es condtions une protéine se
déstructure suffisamment pou devenir perméable ai solvant. Cette méthode est souvent
employée pou mettre en évidence des états de type molten globule et plus généralement des

états dénaturés compads qui sont, en général, tres difficiles a déteder par d' autres méthodkes.

1.1.2 Dichroisme circulaire

Les moléaules biologiques ont des moléaules chirales, ¢’ est-a-dire sans centre ni plan
de symétrie. Ell es présentent dorc une adivité optique. Le dichroisme drculaire est un asped
de cdte adivité. Si on considere I'interadion ¢ la lumiére avec une solution de moléaules
biologiques, on peut observer que les viteses de propagation dce la lumiere poarisée
circulairement droite & gauche sont diff érentes. Il s’ ensuit que lalumiéere, aprés avoir traverse
la solution de protéine, est poarisée diptiquement. L’ellipticité peut étre positive ou
négative. 1l est d usage de I’exprimer sous la forme d’éli pticité molaire : 8 = 2.303*AA/4l,
ou AA, gu représente |'observable mesurée est la différence d absorbance etre les

polarisations droite & gauche, et | est le trajet optique.

Le dichroisme drculaire des bandes d absorption des liaisons peptidiques sobserve
principalement entre 200 et 300 nm. |l permet de distinguer les principaux types de structure,
car chaque type de structure secondaire aun spedre caaderistique (Fig 1.1)

Dans la région ck I' ultraviolet lointain, au desous de 250 mm, les Ppedres dépendent
esentielement de la anformation dusquel ette peptique €, en particulier, des diff érents types
de structure secondaire. Le dichroisme s annue presque mmpléetement quand la protéine est
totalement dénaturée Les protéines natives ont auss une adivité optique significaive dans le
proche ultraviolet, entre 250 M et 300 mm. Elle est essentielement due aix groupes
aromatiques stués dans des environrements asymétriques et a la diralité indute par les

liaisons disulfures. A une longueur d’ ondce fixe, la dépendance de I’ élli pticité molaire d’ une
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protéine, en fonction par exemple de la température ou du fH, donre des d'informations sur

I’ evolution des dructures soondaires de la protéine au cours de la dénaturation.

80

[6] x 10°* (deg cm’ dmole ')

190 210 230 250

Fig 1.1 Spedre dedichroisme drculaire aractéristique pou une hélice a, unfeuill et 3, et un

randam coil (Creighton 1993.

1.1.3 Analyse thermodynamique des résultats

La variation ce ces quantités, au cours de la transition ce dénaturation dune protéine,
permet d’ extraire non seulement des informations dructurales, mais auss certains parametres
thermodynamiques. En particulier, dans le ca des procesaus de depliement qui peuvent étre
déait en premiere gproximation par un modéle adeux états (présence en solution de deux
états distincts, I'état natif (N) et I'état dénaturé (D)) nous pouvors évaluer la variation
d énergie libre, AG’, et I'enthalpie, AH, asociée & ce procesaus. Désignors par Kp la
constante d’ équili bre de la transition N - D, par fp la fradion de protéine dénaturée par AH®
et AS’ les variations d’ entropie @ d’enthalpie aociées & la dénaturation. Ces quantités ont

liées par lesrelations suivantes:

f
Kn=—2D 1.1
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AG® = -RTInKp = AH? - TAS? 1.2)

ouUR est la mnstante des gaz parfaits et T latempérature.
Lors d'une dénaturation thermique, ces grandeurs thermodynamiques dépendent de la
température [Privalov 1979, 198P Selonlarelation de Gibbs- Helmoltz lavariation d énergie

libre alatempérature T, S éqit :

AGP(T) = AH (Tg) + ACH(T =T, ) = T[AS(Tp) + ACp In(T / To)] (1.3)

ou ACp est la variation ce chaleur spédfique goparaissant lors de la dénaturation. AH(Ty) et
AY(Ty) sont les valeurs des variations d’ enthalpie @ d’ entropie ala température de référence
To, qu peut étre la température de demi-transition, ¢’ est-a-dire cdle alaquelle les popuations
des deux états ont égales.

Pour une dénaturation indute par un agent chimique, comme le dlorure de
guanidinium (GdmCl), la variation dénergie libre dépend e la @ncentration, [D], de
dénaturant. En premiére goproximation cette dépendance peut é&tre considérée @mme linédre
[Tanford 1968,Schellman 1978,Pacel98q :

AG°([D]) = AG° -m[D] (1.4)

ou [D] est la molarité du dénaturant et m est une @nstante propationrelle ala surfacede la
protéine devenue accesble ai solvant lors de la dénaturation.

A partir de ces considérations nous pouvors définir une expresson daivant la
variation du signal expérimental en fonction ce la température @ de la oncentration e
dénaturant. La variation dusigna expérimental, Y(X) en fonction dun parametre X, peut

S éaire:

y(X) =[L- fo(X)]yn (X) + T5(X)yp (X) (1.5)
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Pour tenir compte des eff ets du solvant, nows suppacserons que le signal corresponcant a I’ état
natif, Yy (X), et al’état dénaturé, Yp (X), dépend linédrement de X. En utili sant la définition

(1.1) I’expresson précélente peut dorc s éaire:

Y09 =y +OX 2o =y O =0p)X] (1.9

ou Oy et Op sont des constantes D’ aprés la définition (1.2)

Kp(X) _ exdAH(T,)1/RT,-1/RT)]

= 1.7
1+Kp(X) 1+expAH (Ty)(1/ RT, -1/ RT)]
pour une dénaturation thermique & dans le ca d’ une dénaturation chimique :
0_
Ko (X) _ exp(AGY -mD])/RT (1.8)

1+Ko(X) 14+ exp(aG® - m{D])/RT

Les paramétres thermodynamiques AH(Ty), o une part, et AG® et m, d autre part, sont
obtenus a partir de I’ gjustement de ces trois derniéres équations aux donrées expérimental es.
Cette méthode a éé utilisée pou analyser les courbes de transition de fluorescence @ de
dichroisme drculaire. Elle a aiss été enployée pou déaire les variations du caré du rayon

de giration ce la NCS en fonction ce la température @ de la @mncentration en GdmcCl.
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1.2 Lamicrocalorimétrie différentielle par balayage

1.2.1 Principe de la technique

L’importance des mesures de cadorimétrie pou |'étude du dépliement d’'une protéine est
principalement liée al fait que cest la seule méthode cagable de déterminer diredement
I’enthalpie d lavariation cela chaleur spédfique asciées au procesaus d'intérét. Au moyen ure
modéli sation, ces parametres peuvent étre mis en relation avec les modifications gructurales et

les mécanismes us-jacaits. (Freire, 1994, 199h

La cdorimétrie différentielle par balayage permet de mesurer la cgpadté caorifique
d’un ensemble de maaomoléaules en fonction ce la température. Si ces moléaules subissent
une ou dusieurs transitions dructurales indutes par la température, la cgadté cdorifique
moyenne, <Cp(T)> présentera un ou pusieurs pic centrés a des températures voisines des
températures de demi-transition Ty. Il est d’ usage de cnsidérer que <Cp(T)> est la somme de

deux contributions :
<Cp(T)> = <ACpu(T)> + <ACpn(T)> 1.9)

ou <ACpy(T)> est I'excés de cgadté cdorifique arrespondant a la dadeur latente de
transition et <ACpp(T)> représente la variation ce cgadté caorifique qu aurait le systéme en
I’ absence de dhaleur latente [Freire 1994, 1995. La différence entre la chaleur spédfique de
I’ état natif et de |’ état dénaturé de la protéine est indiquéepar lafonction ACy(T). LaFig 1. 2

présente une murbe typique de Cp(T).

En général, la variation moyenne <AC,(T)> de la chaleur spédfique est obtenue en
soustrayant la dhaleur spédfique de I'état natif, C,,(T), de la chaleur spédfique mesurée
<Cy(T)> [Freire1994, 199%

<ACK(T)>= < CH(T)> -Cor(T) (1.10
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on suppase C,(T) linédre en fonction de la température. Dans le dhapitre II, nows verrons de

fagon dus détaill ée omment les résultats bruts ont traités.

A partir de I’exces de cgadté caorifique <ACp(T)>, il est posshle de cdculer la
variation d enthalpie crrespondante, <AH>. Elle et égale ala surfacedéimitéepar le pic de
transition, et correspond a la somme des contributions relatives de tous les états qui sont

peupl és pendant la transiti on:

(OH) = I<ACPH>dT (1.11)

ou Tp et T; sont les températures initiale d finale, respedivement. La variation dentropie

correspondante est :

Ty
(8S) = [(AC,, )dInT (1.12

To
La variation denthalpie asciée ai procesus de dénaturation est due a plusieurs
fadeurs, comme la rupture des interadions intramoléculaires (interadions de van des Wads,
liaisons hydrogéne,..) et la formation concomitante de nouwell es interadions avec le solvant
(protonetion, ionisation,...). Par contre, la variation dentropie provient esentiellement de la
perte de structure de la protéine d@ du transfert des chaines latérales de I'intérieur de la

protéine versle solvant (Freire 1994, 199%

Enfin, la dhaleur spédfique asolue d' une protéine cmplétement dénaturée C,, (T)
peut étre cdculée apartir de la séquence primaire, tous les résidus étant exposés, Cy (T) suit
simplement la regle de I’additivité @ peut étre écite comme la somme des contributions
individuelles de tous les résidus latéraux et du squelette. Privalov et Makhatadze (1990 ont
caculé les paramétres nécessaires pou estimer lavaleur de C, (T) a partir de la séquencedes

addes aminés, moadédli sant une dépendance aibique de C,,, (T) aveclatempérature.
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-100

TEMP deg C

Fig 1. 2 Variation cela chaleur spédfique molaire Cp, représentant la transition entre I’ état natif et
I” état déenaturé d'une protéine. C,, et C ,hindiquent la chaleur spédfique molaire de d état dénaturé
et de !’ état natif respedivement. ACy la dfférencede chaleur spédfique entre I’ état natif et dénaturé.

La transition sigmoidale, entre C,, et C,, représente ACep . Le pic représente ACp
1.2.2 Enthalpie de van’t Hoff

L’enthalpie cdorimétrique, ou molaire, c'est-a-dire cdle qu on mesure diredement,
représente la quantité de chaleur rédlement absorbée lors de la dénaturation (eq. 1.13, quel
gue soit le nombre d’ états intermédiaires impliqués dans la transition. Par contre, I’ enthalpie
de Van't Hoff, <AH,>, est I'enthalpie asciée ala transition, tenant compte seulement de
I’état initial et final. On suppcse que seuls deux états différents coexistent lors de la

dénaturation. L’ enthalpie de Van” t Hoff est définie par :

INK, =(-AH, /RT) +AS/R (1.13)

Pratiquement, I’ enthalpie de Van't Hoff est cdculée apartir des mesures en utili sant la

relation:

2
<DH, >= 4RT,
<AH >

(8C,(T,,)) (1.14)
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ou <ACp(Tyw)> est la valeur maximale de la chaleur spédfique dteinte ala température de
demi-transition Ty.

Habituellement, I'évaluation du caadére a deux états d'une transition est faite en
comparant les valeurs des deux enthalpies. Si elles sont égales la transition peut étre assmil ée
a une transition a deux états. Dans le ca cortraire, la présence d'un ou pusieurs états
intermédiaires doit ére envisagée Une enthapie de Van't Hoff inférieure al’enthapie
cdorimétrique indique que les états intermédiaires nt d origine intramoléaulaire. C'est ce
qui se produt lorsgu’ une protéine possede deux ou dusieurs domaines de stabilit € diff érente.
Par contre, ure enthalpie corimétrique plus petite que cdle de Van't Hoff traduit |a présence
d effets intermoléaulaires tels que I’oligomérisation ou |’ agrégation [Privalov 1979, Freire
1994.

En général, ce type d’ analyse n’est pas trés préds car la détermination ¢k la valeur de
I’enthalpie de Van't Hoff n’utilise qu'un seul point du thermogramme. De plus la présence
d états intermédiaires ayant une enthalpie proche soit de cdle de I’ état natif, ou & cdle de
I état dénaturé, ne modifierait pas de maniere significaive le rapport des deux enthalpies. Une
analyse plus compléete des thermogrammes est dorc nécessaire pou déterminer s la

dénaturation impli que seulement deux états ou dus.
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1.3 Lestedhniques de diffusion

Les tedhniques de diffusion du rayonrement permettent d obtenir d importants
renseignements dructuraux sur les diffuseurs. Lorsque ceux-ci sont flexibles, comme les
protéines fortement dénaturées, ce sont les wules, avec la R.M.N. qu puisent donrer de
telles informations. Depuis quelque temps la diffusion des rayons et des neutrons commencent
a @re utili sées pou caradériser les diff érentes conformations des protéines dénaturées. Dans
ce paragraphe nous expliquerons d’'abord le principe d'une expérience de diffusion. Nous
donrerons ensuite quelques ééments de la théorie de la diffusion élastique d quasi-élastique

des neutrons. Enfin, nots traiterons brievement le ca des rayons X.

1.3.1. Principe d’une expériencedediffusion

Comme illustré dans la Fig 1. 3, le principe d'une expérience de diffusion consiste a
envoyer sur |’échantillon un rayonrement monochromatique @ a mesurer la répartition
spatide de I'intensité diffusée par I'échantill on. La diredion incidente du rayonnement est
spédfiée par le vedeur d'once ki de modue ki = 217\ ou A est la longueur d’onde de
rayonrement dans I’ échantill on. Le rayonnement diffusé est détedé dans la diredion dfinie
par le vedeur de diffusion k; faisant un angle 8 aveck;.

Letransfert de vedeur d’onde corresponchnt est :
Q = (ki — k).

déteceur

angle solide AQ

ki, Ei

Fig 1. 3 Schéma d une expérience de diffusion.
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Lors de la diffusion, le rayonrement échange auss de |'énergie avec le milieu. Le
transfert d’'énergie et AE = (E — Ef) ou E et E; sont, respedivement, les énergies du

rayonnement incident et diff usé.

Si la diffusion est éastique, |'énergie des rayonnements incident et diffusé sont
identiques. Alorsk; = k; et le transfert de vedeur d’onde :
Q=2k sin(6/2).
De fagon tout a fait générade, le spedre d'énergie de I'intensité diffusée par unité

d’ angle solide, Q, et pou untransfert en énergie w+ dw s éqit :

d’ (Q,w)

I (Quw)=1, d0dow

(1.15)

ol o est I'intensité incidente & d?c (Q, w)/dQ dwla sedion efficace double diff érentielle de
diffusion du systéme. 1{(Q, w) est une quantité qui reflete ala fois la structure d la
dynamique d'un systeme. Lorsgue seule la structure du dffuseur importe, I'anayse de
I"intensité diffusée & énergie n'est plus nécessaire @ I'on mesure seulement |'intensité

diffuséepar unité d’angle solide

@ =1,E3
(1.16)
ou
2
Fih
(1.17
Lasection efficacetotale de diffusion:
0= g0
(1.18)

représente le rappat del’intensité totale diffusee a’intensité incidente.

-53-



Chapitrel Théorie deladiffusion

Les diff érents types d’'interadion des rayonnements (neutron, rayons X, lumiére) avec

la matiére caadérisent les expressons des ®dions efficaces.

1.3.2 Diffusion des neutrons

Le neutron est une particule subatomique de charge nulle & mase 1.66 10°* g, de spin
Y5 et moment magnétique p = 1.9132yy. La longueur d'onde associée a un faisceal de
neutrons est définie par la relation de de Broglie @ son énergie crrespond a I’ énergie

cinétique :

(1.19)

Les longueurs d’onde aciées aux neutrons froids et thermiques' sort de I’ ordre de
grandeur des distances interatomiques tandis que leurs énergies ont comparables a cdles des
mouvements intramoléaulaires. Ces propriétés font des neutrons une sonde particuli erement

adaptée A’ étude de lamatiére mndensée

Le neutron interagit principalement avecles noyaux des atomes. Laforced’ interadion
entre un reutron et un no/au dépend ce I'élément considéré. Elle et caradérisée par une
grandeur appeléelongueur de diffusion, denomméeb, Le potentiel d’interadion nicléare est
un pdentiel central, qu dans le calre de I'approximation de Born est déait par le pseudo
patentiel de Fermi (Squires, 1978. On peut dire quil y a interadion lorsque le neutron
pénétre dans la sphére de rayon b centréesur I’atome. En dehors de cdte sphereil n'y a pas
d’interadion.

La sedion efficacede diffusion traduisant I'interadion des neutrons avec un atome

isolé de longueur de diffusion bsera éale a

! Les neutrons thermiques possdent une éergie de I’ordre de grandeur de I’ agitation thermique a300K soit

environ 25meV.
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— =p? (1.20)

Lorsdeladiffusion, le neutron échange avecle systemel’ énergie:

2
hiw=hiw - )= %(ki2 - kfz)

(1.21)

et le transfert de moment ascié est :

k? -2k k. cos)

+
:k?%.ﬁi 2k? cog) |“r +

S
?‘
H

(1.22)

Lorsque la diffusion peut étre considérée omme dastique, wy = ux €t le transfert de moment
est:

:4—nsin<9/2
A

(1.23

Cette simplificaion est applicable dans le ca de la diffusion aux petits angles et, en

premiére gproximation, dansle ca deladiffusion gquesi-éastique.

Nous allons développer plus en détail dans les prochains paragraphes les principes de

base qui régissent I'interadion neutron matiere, et discuter de lathéorie de ladiffusion.
1.3.3.1 Diffusion cohérente et incohérente.

Lalongueur de diffusion b est une grandeur indépendante de I’ énergie du neutron mais
qui varie en fonction duspin total du systeme @nstitué par le neutron et le noyau atomique
[Squires 1978, Lovesey, 1984. Le signe d la valeur de b varient de maniére irréguliére en
fonction du nonbre aomique Z et de la masse aomique A. La partie imaginaire représente

I’ absorption, ell e est souvent négligeable.
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Comme le neutron peut avoir deux états de spin, (= 1/2) , un dffuseur de spin non nd,
S, possade dorc deux longueurs de diffusion dfférentes, b*, correspondant aux états (s + 1/2)
du systéme qui apparaisent de maniere déaoire. Il en résulte que la diffusion dun reutron
par un ng/au atomique de spin S# 0 peut étre caadérisée par une longueur de diffusion

cohérente, b , €t unelongueur de diffusion incohérente, by tellesque:

(1.24)

< by > est la moyenne sur toutes les orientations possbles des ins nuclédres et sur les
distributions casuell es des isotopesi.

Physiquement, nouws pouvors voir les diffusions cohérente et incohérente de la maniere
suivante: puisque la longueur de diffusion varie d'un isotope a l'autre, et dépend e
I’ orientation duspin nwclédre, le neutron re voit pas un pdentiel de diffusion unforme mais
un pdentiel qui change d’un atome al’autre. Seul le patentiel moyen, propationrel a <>,
peut donrer des effets d’interférence & dorc une diffusion cohérente. L’ écat par rappat au
potentiel moyen est distribué de maniére dédoire @ ne peut donrer aucun effet
d’'interférence Il condut alors a une diffusion incohérente qui est propationrelle ala
déviation quedratique moyenne (<bjz> - <b;>2?) .

Les longueur de diffusion , beon €t , binc SOnt reliées aux sedions efficaces de diffusion

cohérente @ incohérente par lesrelations suivantes :

O = 4m(b >2

O, = 4"(<bi 2)~ (b >2) (1.25)

avec Ototale=Ocoh*0inc

Les longueurs de diffusion sont déterminées expérimentalement car, al’ heure adudle, il
N’ est toujours pas posshle de les évaluer théoriquement. 1l est intéressant de remarquer que
les longueurs de diffusion de deux isotopes nt, en général, trés diff érentes. La substitution

isotopique est exploitée dans certaines expériences pour modifier I’intensité relative de
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diffusion des différents constituants d’'un systéme sans en modifier significativement les

propriétés chimiques.

Il est trés important de remarquer les diff érences substantielles qui existent entre les
sedions de diffusion cohérente, oo, €t incohérente, dinc, de I’ hydrogene (H) et du deutérium
(D).

Pour I’ hydrogéne, dort le spin nuclédre et de 1/2, b = 1.01* 10 cmet b =-4.74 10 cm
Ocon = —1,76 tarn et ginc = 79,91 farn (1barn = 10%* cm?)

Par contre pour le deutérium, dort le spin nwlédre est 1, b = 0.951* 10" cm et
b=0.110"cm
OCOh: 5,60 kﬂl’n et Oinch: 2,04 L’Brn.

La trés forte diffusion incohérente de I'hydrogéne et une propriété dort il est
nécessaire de tenir compte lors des expériences. La diffusion par un systeme hydrogéné est
dominé par ladiffusion incohérente des atomes d' hydrogene. Ced peut étre mis a profit dans
les études de dynamique visant a caadériser les mouvements individuels des atomes
d’ hydrogéne. Par contre lors des études dructurales aux petits angles la diff usion incohérente
donre un kruit de fond indésirable. Pour I’ éviter, il sera donc indispensable d’employer un

systéme totalement, outrés fortement, deutéré.
1.3.2.2 Intensité diffusée et facteurs de structure

Nous alons maintenant donrer les équations, qu permettent d exprimer I'intensité
diffuséepar un échantill on.

Dansle ca smple d' un systeme constitué d’ un seul type d éément et de N diff useurs,
I utili sation ce larégle de Fermi (Squire, 1979, et du pdentiel d'interadion de Fermi, conduit

al’expresson suivante de lasedion efficacediff érentielle:
420 (L1 K 1 <pp o i
@Hmﬂ_ N thZb J’<exr( iQR . (0))expliQR; (1) )>exp( ot )t

(1.26)
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ou:

les crochets indiquent qu’ une moyenne statistique est effeduéesur tout le systeme.
Ri(t) est I’ opérateur de position ceI’atomej al’instant t

biby vérifielarelation:

b;b; :<b>2 +5ij'(<b2>_<b>2) (1.27)

La sedion efficacedifférentielle de diffusion dun systeme peut étre démmposée @
deux termes, le premier corresponcant a la diffusion cohérente @ |'autre ala diffusion
incohérente (Squires, 1978; Lowesey 1984,Bée1988; Als-Nielsen, 1993:

2 K, K,
BdiH— coh S(Q OO) k 4|nc » (Q1 OO)

dQdw O k4
(1.28)

oU Sn(Q,w) et S(Q,w) sont les fonctions de diffusion ou facteurs de structure dynamique

cohérente d incohérente respedivement, définies par :

S(Q.©) = [expian)y (exp(-QR (0) eXp(QR, (1)t

Sn.(Quw)=

S JexpEiat)y (expEQR; (0)exp(QR, (1)t

(1.29)

Ces fonctions ont les transformées de Fourier en énergie des: fonctions
intermédiaires de diffusion cohérente 1(Q,t) et incohérente linc(Q, t) :

1Q,1) =% (expl-iQR . (0))exriQR, (t))

|mc(Q,t):% (expl-iQR , (0))expiQR, (t))

(1.30)
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Comme le montrent I'expresson ce la (1. 29), la diffusion cohérente résulte des
corrélations atio-temporelles existant entre les atomes i et j. Par contre la diffusion

incohérente provient des sules corréations temporell es des diff useurs.

Dans le ca le plus généra ou le diffuseur est une maaomoléaule @nstituée de
plusieurs types d atomes, I’ équation (1. 28) se généralise asément en effeduant au prédable

la somme sur tous les atomes constituant chague moléaule (Bég 1989

1.3.2.3 La diffusion aux petits angles

Ladiffusion des neutrons aux petits angles concerne les faibles valeurs du transfert de
vedeur d'once Q. Elle est principalement utili sée pou étudier la structure d objets de talll e
relativement importante, comme les maaomol éaules biologiques ou non.Cette diffusion peut
étre onsidérée mmme dastique [Feigin L. A. and Svergun D. 1., 1989]. L’ expresson (1.
29), devient :

= 0.5+ 0.,50)
(1.30)
avec
S@=1@t=0)=5 (exr,)
(1.32
ol r; =Ri(0) R, (0).
et Sne(Q)=1 (1.33)

Quand Q tend wers zéro, la fonction ce diffusion S(Q) tend vers N, et la fonction de
diffusion incohérente est égale al. Suivant les valeurs du contraste @ des ®dions efficaces
totales cohérente d incohérente, le terme 0.nS(Q) peut devenir préponcérant. En fait, en

diffusion aux petits angles, ¢’ est ladiffusion cohérente qui est observée
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La diffusion cohérente, intégrée sur toutes les énergies, a une distribution spatiale
caadéristique de ladistribution des atomes dans I’ échantill on et donre des infor mations ur
la structure d’un composé. Il est ainsi possble de déterminer la structure d la taille de la

moléaule, a basse résolution.

La diffusion incohérente intégrée sur toutes les énergies donre un bruit de fond
constant en Q, qu est propationrel ala sedion efficacede diffusion incohérente. Sa valeur
peut étre cdculéethéoriquement pour chague édantill on, sachant le nombre d’ hydrogenes qui

sont présents.

Pour mesurer expérimentalement le signal de diffusion aux petits angles, on mesure
tous les neutrons qui sont diffusés dans un angle solide sans tenir compte de I’ énergie
échangée atre le neutron et le systeme diffuseur (approximation éastique). On suppase que
S(Q)= S(Q,0) cest-a-dire que la moyenne d'ensemble de la structure @incide avec la

moyenne sur un temps infini.

Les principes et le formalisme de la diffusion aux petits angles sront développés dans

le paragraphe 1.3.4.

1.3.2.4 Diffusion incohérente inélastique des neutrons.

Pour des maaomoléaules biologiques naturell ement fortement hydrogénées, la sedion
efficacede diffusion de I’équation (1.28 est dominée par la diffusion incohérente due aux
atomes d hydrogene. Ced provient du fait que les atomes d’ hydrogéne, comme nous venons
de le démontrer, ot une sedion efficaceplus de 40 fois supérieure a c e des autres atomes

qui forment lamoléaule.

Habituell ement on dstingue trois régions dans un spedre de diffusion incohérente des
neutrons, en fonction cel' énergie le pic dastique, la diffusion quasi-élastique et la diffusion
inflastique.(Fig 1. 4). Le pic dastique représente le nombre de neutrons qui ont traversé
I' édhantill on sans avoir échangé d' énergie ; il constitue en général |a partie la plus intense du

spedre. La diffusion quasi-élastique est due essentiellement aux mouvements de type diff usif.
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La diffusion inélastique provient des excitations vibrationrelles (Bée 1988. Il faut souligner
gue la séparation entre la région inélastique @ la région quesi-élastique est tres délicae. En
effet, certains mouvements diff usifs peuvent étre suffisamment rapides pour sétendre jusque
dans la région inélastique. Inversement, certains mouvements de vibration sont suramortis et

sont alors détedés dans larégion quesi-éastique.

Pic élastique

Gain en énergie des Perte en énergie des

neutrons

S
AaAsA AR
WAVE ARV AR AR AN

Diffusion quasi-élastique ©

Fig 1. 4 Représentation schématique des trois types de diffusion olservés en dffusion

incohérente de neutrons : élastique, quasi-élastique, inélastique ( Cusak, 1989

1.3.2.4.1Fonction d’autocorrelation.

Lafonction ce diffusion incohérente Sinc(Q, w) est la transformée spatio-temporell e de
lafonction d autocorrélation de Van Hove (Squires, 1978; Lowesey 1984):

1 » .
S (r,1) —%Iexp( 1Qr)expFiwt)G, . (r,t)drdt (1.39

ou:

Glnc(r1t):%z<5(r—RJ(O)+R](t))> (]_ 35)
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Ginc(r ,t) est la probabilit é pour qu’ une particule située al’origine au temps t=0, se trouve au
temps t dans la position r. Cette grandeur permet de donrer des informations diredes sur
I’ évolution temporell e des positions des atomes, ¢’ est a-dire sur leur dynamique.

Pour t— [0 la corrélation entre R(0) et R(t) devient indépendante du temps. Ainsi la relation

(1.35 peut étre écite ammme la somme de deux composantes :

Ginc(r, t)= Ginc(r, ©) + G'inc(r, t)
Ilm to ooG'inc(r, t) = O

(1.36)

cequi permet de séparer la partie dastique de la partie inélastique.

Lafonction ce diffusionincohérente peut par conséquent étre divisée @ deux parties:

S (Q @)= [G (1, P (w)exp-iQn dr +5 (Q.w),

(1.37)

La premiere partie, est un gc de Dirag il correspondau pic dastique dans la ourbe
de diffusion. Il ales dimensions d'un fadeur de structure d est appelé ‘facteur de structure
élastique incohérent’ (EISF). Il déait I’ensemble des positions que peut atteindre I’atome
pendant un temps infini, par conséquent il donre des informations diredes aur la géométrie
de I’espace accessble a cediffuseur. L’ existence d'un pgc dastique traduit la présence d'un
diffuseur dort les mouvements ot locdisés dans |I’espace S'il n'y a pas de pic dastique, |l
S agit d'unliquide (Bég 1988.

Le second terme rrespond a la diffusion inélastique et quasi-élastique, qui rend

compte diredement de ladynamique de lamoléalle.
Nous allons discuter ces grandeurs de facon plus détaill éeau cours du chapitre V.
1.3.3 Diffusion desrayons X

Les rayons X constituent un rayonrement éledromagnétique de longueur d’ onde

proche de I’ Angstrom. L’ énergie E associée aix phaons égale a:

-62-



Chapitrel Théorie deladiffusion

E=hw=— (1.39)

Les rayons X interagissent avecles charges éledriques qu'il s mettent en vibration a la méme
fréquence que laleur. Il en résulte une diffusion dpdaire. La sedion efficacediff érentielle de

diffusion par une particule peut s éaire :

do €' Hl+co§6E (1.39

dQ m*c'H 2

ou c est lavitese de lalumiere, e est la charge de I’éedron , m est la masse de la particule
chargée

Puisgue dd/dQ est inversement propationrelle an?, la diffusion dwe aix protons est
négligeable. Les rayons X interagissent dornc principalement avecle mrtége dedronique des
atomes et cette interadion est caadérisée par la grandeur b;, équivalente ala longueur de

diffusion h des neutrons. (Willli ams, 1993:
be= (€/mc?) 2 (Q) (1. 40)

oufz(Q) est le fadeur de forme aomique.

Pour un atome de numéro atomique Z I’amplitude du fadeur de forme est (James, 1962 :
1
f2(Q) =2 [rz(R)exp(QR) dR (1.42)

ou pz(R) est la densité dedronique de I’atome. Pour Q => 0 le fadeur de structure @omique
tend vers le numéro atomique Z. L’ expresson numérique de la longueur de diffusion est (en
cm) (Cotton, 199) :

bi=0.282 10 Z (1.42)

Cette longueur de diffusion est propationrelle aZ. Il en résulte que |’ oxygene ou
I’ azote ou le cabore ont des longueurs de diffusion semblables, six a huit fois plus élevées

gue cdle del’ hydrogene, qu contribuerapeu aladiffusion
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Les atomes ont dornc des comportement diff érents suivant qu'il's interagissent avec des
neutrons ou ces rayons X. Par exemple, les neutrons ot trés ensibles a la présence
d’ hydrogéne ¢ de deutérium au sein des diffuseurs, alors que les rayons X ne le sont que tres
peu. D’ autre part, les rayons X ne donrent pas de diffusion incohérente. Toutefois, en ce qui
concerne la diffusion aux petits angles le traitement théorique, exposé au chapitre suivante, est

le méme pour les neutrons et les rayons X.

1.3.4 Formalisme de la diffusion aux petits angles

1.3.4.1. Diffusion par une solution idéale de macromolécules identiques

L’ éude des changements gructuraux de la NCS au cours de la dénaturation a éé suivie
esentielement par diffusion aux petits angles. Comme une moléaule peut adopter toutes les
orientations possbles lorsqguelle et en solution, il n'est pas possble d obtenir des
informations au niveau atomique (Jaaot B. 1976. Par contre, il est possble de déterminer sa
tailll e & saforme d, dans certains cas, sa structure interne.

Considérons un ensemble N de maaomoléaules en solution. Comme dles peuvent y
prendre toutes les orientations passbles, ladiffusion est isotrope. Si e solvant est constitué de
moléaules de taill e bien pus petite, il peut ére mnsidéré cmme un milieu continu. Dans
I” hypathese d’une solution monodsperse idéde, ¢ est-a-dire pour laguelle les particules ont
identiques et sans interactions, le soluté produt, par rappat au solvant, unexces de diffusion

cohérente :

(@ = 1K P

(1.43)

ou ¢ et la oncentration des maaomolécules, M leur masse molaire, Nao est le nombre
d’ Avogadro.

K est le mntraste moyen de lamoléaule par rappart au solvant. Savaleur est :

K= by OV — [ps Dve
(1.44
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ou [pyLlet [pslsont les densités de longueur de diffusion (cm™) de lamoléaule & du solvant,
respedivement. Nous définison [p,00= Zhbi/V), avec by la longueur de diffusion et V, le
volume de la protéine. v est le volume spédfique de la moléaule & vp son vdume spédfique
partiel (cm® g ™).

Dansle ca de la diffusion des neutrons par des protéines hydrogénées, le mntraste est

maximal quand le solvant est constitué a100% d’ eau lourde.

Enfin, P(Q), le fadeur de forme de lamoléaule en solution, S éait:

)

P(Q) = TAQ <‘% [(plr)=p.)expiQuryar

(1.45)

[J..Odésigne la moyenne sur toutes les orientations de lamoléaule.

Approximation de Guinier et rayon de giration

Aux faibles valeurs de Q le fadeur de forme se simplifie par |’approximation dce
Guinier :
P(Q) Dexp[~(QRy)3]
(1.46)

ou Ry est le rayon ke giration de la maaomoléaule. Le domaine de validité de cdte
approximation dépend ce la forme de cdte derniére. Pour un ohjet compad il s éend jusqu a
Q < Ry ™. Pour un oljet étendu (comme une protéine dénaturée), le domaine de validité de
I” approximation de Guinier est tellement réduit qu'il est alors nécessaire de faire gpel a une
autre gproximation (Debye). Ced sera détaill € dans la sedion suivante.
Lerayon cegiration est défini par I’ expresson:
R? 1

9KV,

[(p(r)- ps)rear (1.47)
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Le caré durayon ck giration est donc la moyenne des carés des distances r des atomes
de l’objet par rappat a son centre de gravité, pondrés par le ontraste. Ced implique que les
valeurs des rayons de giration re seront pas exadement les mémes s le rayonnement est
constitué de neutrons ou ke rayons X, dans la mesure ou le mntraste est différent dans les
deux cas.

La valeur de Ry donre une estimation ck la taille du dffuseur. Si ce dernier n’est pas

homogéne, sonrayon ¢k giration d&pend ducontraste.

L’intensité al’ origine

Le second pramétre intéressant, des courbes de diffusion, qu peut étre analysé avec
profit est lavaleur 1(0). Cependant puisque cete valeur ne peut pas étre mesuréediredement,
il est nécessaire de faire une extrapolation a Q=0. L’intérét de I(0) résulte de saliaison avecla
masse moléaulaire g le volume moléaulaire (Jaaot 1976. Dans le ca d’'une solution dluée

I’expresson s éqait (Zacca & Jaaot 1983

10="85 0 - o, 5 .49

A

c désigne la mncentration ¢k la protéine , v, le volume spédfique de la protéine, M la masse
molaire, Na le nombre d’ Avogadro.

L’équation (1.48 suggere une méthode pour évaluer la valeur v, a partir des donrees de
diffusion. La valeur de I(0) doit auss étre cntrélée pour suivre d’ éventuels phénomenes

d agrégation.

1.3.4.2. Diffusion par un mélange de macromolécules identiques en solution

diluee.

Tout ce qui précale mncerne I'intensité diffusée par une solution idéde de particules
identiques. Les expressons deviennent plus compliquées lors de la dénaturation dune
protéine, pusquil y a dors en présence al moins deux popuations: la protéine native € la
protéine complétement dépliéeg et éventuellement des protéines dans des états intermédiaires.

L’intensité diffusées éait alors uslaforme:
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[(Q)=Z fili (Q),
(1. 49

Ou le f; sort les fradions des différentes popuations, et les I;(Q) les intensités de diffusion
correspondantes. Les quantités mises en jeu ci-desaus nt dépendantes du paramétre, qu
varie ai cours de la dénaturation, par exemple la température T. L’ équation (1. 49) peut étre
réécite souslaforme:
(QT)=X fi(T) i(Q,T),
(1.50)

La détermination des courbes expérimentales 1(Q,T) mesurées pou différentes valeurs du
parametre T permet d’ obtenir desinformations aur la structure des diff érents états en présence,
a @ndtion de séparer |'effet di a T dans les courbes de diffusion I;(Q,T) de dhaaune des

popuations, ¢’ est-a-dire a ondtion dce mettre [;(Q,T) souslaforme:

i(Q,T) = Ki(T, vi)R(Q),
(1.51)
ou P(Q) est lefadeur deforme & K(T, vp;,) leterme de mntraste.
Si on suppae que les volumes pédfiques des différentes espéces ont des vaeurs
suffisasmment proches pour que le terme de @ntraste puise ére mnsidéré mmme dépendant

seulement de T, I’ équation (1. 49) devient :

1I(Q,T)/ 1(0,T) =Z fi(T) R(Q),
(1.52)

Le carédurayon ke giration mesuré alatempérature T est dorc:

RIT) =Y fRAT),

(1.53)
OUR; est lerayon cegiration ce |’ especei.
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1.3.4.3 Facteurs de forme des chaines polymériques

Dans ce paragraphe nous résumons quelques résultats de la théorie des paymeéres
concernant en particulier le fadeur de forme P(Q). Celanous fratres utile par la suite, car le
spedre de diffusion dune solution de proténes totalement dépli ées est tout a fait semblable a

cdui d'une solution dluéede polymeéres.
Nous rappel ons quel ques concepts de base sur les paymeres dans la sedion encadrée
Un hamopdymeére est une moléaule linédre forméed une série d ééments chimiques

identiques, les monaméres. Un pdymére en solution peut se comporter de différentes

manieres slonle type de solvant dans lequel il se trouve.(de Gennes 1979

» s lesinteradions paymeére-polymere sont équivalentes aux interadions polymere-solvant,
le paymere se trouve dors en solvant 6. Il peut adoper toutes les conformations
statistiquement passbles et la distribution des monameres est gaussenne. Il se mmporte
alors comme une chaine gaussenne ouidéale ;

e dans le c& ou les interadions polymere-solvant sont privilégiées, le poymére est
totalement solvaté. Le paymere se trouve dors en bonsolvant et ne peut plus adopter
toutes les conformations qu'il aurait en solvant 6. Il se mporte dors comme une chaine
avolume extu ;

e dansle caoulesinteradionsintramoléaulaires ont privil égiées, le poymeére setrouve en
mauvais lvant. Il adopte dors une conformation effondréeplus ou moins compacte.

Une protéine et un hétéropdymere dort les monameres nt des résidus d’ addes aminés.
En bonsolvant les différences entre les divers résidus nt marginales et une protéine se
comportera amme une chaine a volume extu. Par contre au vaisinage du pant 6 et surtout
en mauvais lvant, des interadions préférentielles entre cetains résidus apparaitront et la

protéine ne se cmportera plus comme un hanopdymere.
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Loi de Debye

Le modéle gausden est mathématiquement e modéle le plus sSmple. Une expresson
analytique, qu déait le profil de diffusion pou une chaine gaussenne a ¢ déterminée par
Debye. (Debye 19449 :

Cette loi permet de déterminer le rayon ce giration dans un damaine de vedeur de diffusion
qui satisfait larelation QRy<3:

Py (Q) = X—Zz[x ~ 1+ exp(-x)]

(1.54)

ouix = (QRy>.
Cette loi peut également étre gpliquée pou déterminer le rayon ce giration, pou des
configurations a volume exclu (Rawiso 1987, pusgue dans la zone de Q explorée le
comportement de la dhaine dendue par rappat a son solvant ne modifie pas I’alure de la

courbe de diffusion.

Chaine a longueur de persistance

Lorsque Q = 3(Rg)‘1 la fonction de Debye (1. 54) ne donre pas une représentation
correde du spedre de diffusion dune daine paymérique rédle. Les modéles qui permettent
de déaire la conformation moyenne d’une telle dhaine se dassent naturellement en fonction
de la résolution spatiale, Q. A haute résolution, oulles détails de la @nformation et de la
structure se révélent, il est nécessaire de tenir compte des interadions existant entre
différentes parties de la thaine. Les interadions a longue distance sont dues aux effets de
volume exclu. En revanche, les interadions a ourte distance résultent essentiellement d’un
effet stérique, qui est larestriction alarotation autour des liaisons de la chaine principale.

La dhaine présente une rigidité locde qui est représentéepar la longueur statistique b.
Lalongueur statistique est la longueur minimale d’ un segment dort I’ une des extrémités peut
prendre toutes les orientations possbles par rappat a I’autre. Elle permet de distinguer les
polymeéres rigides des polymeres flexibles a I’aide du rappat b/L, ou L est la longueur de
contour du filament. Une dhaine flexible mrrespondab/L <<1 et une chainerigide ab/L >>1.

Si des Cloiseaux (1973 adonré une expresson dufadeur de forme d une chaine semi-

flexible infiniment longue (L/b - ), I’expresson ce Sharp et Bloomfield (1968 :
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b 04

Psg(X) = Po (X) + LBE 15x [ILS =

EE IO(—X)E

(1.55)

ou Pp(X) est lafonction de Debye, x = Q2 Lb/6, est plus appropriéepour déaire une chaine de
longueur finie, comme une protéine dénaturée Cependant ce résultat n’est valable que pou
unechaineidéaletellequelL/b>10et Qb < 3,1.

Le rayon ck giration de la chaine alongueur de persistance a & cdculé par Benait-
Doty (1953

1 1 1 C
R? = szV -+ = -~ (1-exp(2

y-L
b

Lorsgue Qb > 3,1 les difficultés théoriques deviennent trop importantes pour obtenir
diredement le fadeur de forme d' une chaine semi-flexible de longueur finie. En utili sant la
méthode de Monte Carlo, Pedersen et Schurtenberger (1996 ont d’ abord simulé les gedres
de diffusion ck telles chaines, avec @ sans volume eclu. Ils ont ensuite représenté les
résultats des smulations par diverses expressons anaytiques qui peuvent étre utili sées pour
interpréter les pedres expérimentaux. Les fonctions de diffusion sont approchées, aux petits
valeurs de Q, avec une chaine gaussenne ou vdume exclu, et se superposent avec une
expresson pou uncylindre pour les valeurs de Q plus grandes. Avec cemodéleil est passhble
d étudier la zone de Q intermédiaire (1/Rg<Q<l/a avec a la taill e caadéristique d un centre
diffuseur), gu nous permet de mieux caradériser la mnformation de la chaine.

Les expressons corresponcdant ala3™m™ approximation ceP&S sont les suivants::

- dansle ca d'une chaineidéale |’ expresgon (1. 55) est utili séepou lesvaleurs de Q
tellesque Qb < 3.1.Pour les valeurs supérieures, I’ approximation suivante est utili sée:
a |

(Qb)pl Tloye oL

Pos(QL, Qb) =

(1.57)
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ou p; = 4,95€t p, = 5,13 sont des constantes gjustées de tell e sorte que I’ expresson ceaive
corredement le résultat des smulations. Par contre, les coefficients a; et a, davent étre

cdculés en imposant la cntinuité du fadeur de forme,
P(QL,Qb) = Psa(QL,Qb) + PpgQL,Qb), (1.59)
et de sa dérivéepar rappat aQ pou Q=3,1b°";
- dansle ca d’'une chaine a vdume exclu, I’expresson (1. 57) demeure valable lorsque

Qb > 3,1. Par contre, aux plus faibles valeurs de Q, |’expresson ce Sharp et Bloomfield est

modifiéede la maniére suivante :

b P04
P =R + -
seve (X) = Rie(X) a4EE§ 5-_5 Iox [ILS o Bexp( X)E
(1.59)
Maintenant, I’ expresson durayon ce giration est
2v-1)
, _Lbd oL g oL gD(
=0+ + o 1.60
R 65 BlDdO B6MIOF ( )

ouv = 0,588est I exposant de volume exclu. Le premier terme de |’ expresson (1. 59) est

R/e (x) = w(x) Py (x)+ [1‘ W(X)] (Cl XV + C, X2V + CSX_S/V)
(1.61)

ou

W(X) = % % tanh (1.62

Cs E

est une fonction de racordement empirique. Dans les expressons précélantes les constantes
numeériques valent a4 = 3,06,ps = 0,44,C, = 1,220,C, = 0,4288,C3 = -1,651,C, = 1,523et
Cs=0,1477.

-71-



Chapitrel Théorie deladiffusion

Enfin, ge la chaine présente ou non @s interadions de volume exclu, il est nécessaire
de tenir compte de ses dimensions transverses. En premiere goproximation, ced peut étre fait
en multipliant les expressons complétes des fadeurs de forme précélents par cdui de la
sedion ce la dhaine [Rawiso et al.]. Si, en moyenne, la chaine peut étre mnsidérée omme

cylindrique le fadeur de forme de sa sedion est doméepar lafonction d Airy :

P5(Q) = [233(QR,) /(QR.)]? (1.63

ou Jy(y) est lafonction ce Bessel du premier ordre € R; le rayon transverse. Pour des valeurs
de Q suffisamment faibles, ce fadeur de forme peut étre déait par une approximation ce
Guinier

Ps(Q) Dexp[~(QRy)2] (1.64)

ou Ry est le rayon ck giration ce la sedion transverse de la dhaine (Rawiso et al.). Lorsque

que cete derniére est cylindrique (Ryc)” = (Ro)%/2.
1.3.4.4 Représentation d e Kratky

Lors de I’ é&ude des polymeres, il est courant de présenter les courbes de diffusion dans la
représentation ce Kratky. Elle mnsiste atrace la quantité Q% (Q) en forction ce Q. Elle
permet d’obtenir immédiatement des informations qualitatives sur la conformation ce la
chaine en examinant la dépendance de I'intensité de diffusion en fonction du \edeur de

diffusion.

En effet les courbes ont tres différentes slon que le diffuseur est un globue mmpad

ou ure chaine dépliée

e La murbe de diffusion dun globue compad suit a grand Q la loi de Porod (au moins
approximativement) 1(QUQ™. En représentation e Kratky la wurbe présente une
déaoissnce hyperbdique en Q2 pou des valeurs de Q suffisamment grandes (Porod
1951). La représentation de Kratky présente un pc, dort la position dépend ce la valeur
deRg.
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* Pour une chaine dépliée la dépendance en Q de I'intensité diffusée en représentation de
Kratky, est beaucoup moins rapide que pou un globue mmpad. Il n'apparait plus de pic
bien marqué. Toutefois il est difficile de donrer des détails aur la nature de la dhaine
simplement en observant I'alure de la @urbe dans la représentation e Kratky , car elle
dépend ce plusieurs paramétres :

- delavaeur durayon cegiration, Ry ;

- delaprésenceoul’ absenced interadions de volume eclu ;

- des valeurs de la longueur de cntour, L, de I’éément statistique, b, et du rayon e
giration moyen, Ry, delasedion cela dhaine. Lavaleur de cete derniére quantité depend du

contraste locde entre laprotéine d le solvant (Rawiso ).

Selon la @mnformation e la moléaule @ les valeurs de Q, le tableau ci-dessous

récaitule diff érents comportements caradéristiques de I’ intensité diff uséepar une moléaule.

Chalneidéde 3(Ry) t<Q<2b™ QA(Q) = cste

Chaine avolume exclu 3(Ry) 1<Q<2b™ QI(Q) =Q°®

Chaine semi-flexible Q>2bt:L>>b Q%(Q) QL 'exp[~(QRy,0)/2]
Moléaleglobdaire mmpade |Q>> (Ry) ™ QI(Q) I Q?

1.3.4.5. Effet des interactions

Les résultats précalent concernent des lutions idédes, ¢’ est-a-dire pou lesquell es
les particules peuvent étre considéréesans aucune interadion entre dles.

En fait, ure solution monodsperse rédle de particules phériques de protéines dait
étre déaite coomme la cmnvdution entre la distribution des particules en solution dr) et la
distribution ducontraste K(r) (vadchette 1996. L’intensité diffusée par une telle solution est
alors le produt de I'intensité diffusée par une particule en solution idéde (facteur de forme)

par le facteur de structure de la solution, qu tient compte de I’ interadion entre les particul es.

@) =S KPPQO)* SQ.0)
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(1. 65)

L’ expresson générale dufadeur de structure est :

C:\\IAA <J’ [g(r) —1] exp(iQ.r)dr>

(1.66)
our = (ro1 — ro2) est le vedeur distance entre deux points particuliers des moléaules 1 et 2.
Pour des moléaules compades, ces points ont, en général, choisis comme éant leurs centres

de mas=. g(r) est lafonction e crréation ce paire crrespondante.

LorsqueQ=0,P(Q,0)=1et
CRT

<J’[g(r) 1]dr> = —K

(1.67)
oU R est la mnstante des gaz parfaits et Kt = (c 8/7/dc p) ™" est la ompressbilit é osmotique

delasolution dort lapresson ssmotique est :

1= (RT/M)c(1 + AMc + AsMc? + ...)

(1.68)
ou Ay, Ag, ... sont le semnd, le troisieme,... coefficients du viriel. Lorsgue les interadion
entre diffuseurs ont répulsives les coefficients du viriel sont paositifs. IIs sont négatifs dans le
cas contraire.

Les expresgons (1. 67) (1. 68) montrent alors que I'intensité whérente diffusée vers

I’avant en présenced’ interadions, peut S éaire de lamaniére suivante :

(0, c)—(’:\IMK (1+2A,Mc +3A,Mc* +...)™

A

coh

(1.69)
A Q # 0il est posshble de mettre I’intensité diff uséepar une solution de maaomoléaules

sous laforme gprochée vraie ai premier ordre en Q?

I oon(Q, )D(’:\IMK (1+2A2Mc+3A3Mc +..)"'P(Q,0)

A
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(1.70)
ou
P(Q.0) D1~ [QRy(0)]73
(1.72)
est un fadeur de forme gparent. Ry(C) est le rayon ce giration apparent que I’on mesure

expérimentalement. Son carré varie de la maniere suivante avecla cmncentration:

[Ry(0)]% = (Ry(0))* (1 + 2BoMc +3BsMc? + ...) ™
1.72
ou les coefficients B, Bg,... sont en généra diff érents des coefficient du \riel. Ces résultats

ne sont valables que pour de faibles valeurs de Q, tell es que QRy(c) << 1.

Correction du facteur de forme par la concentration

En résumé les expressons ci-dessus montrent que, si I’on wveut obtenir le fadeur de
forme P(Q) d’une protéine en solution, a partir des mesures de I’ intensité diff uséelon(Q,c) par
la solution rédle (nonidéde), il est nécessaire de tenir compte du fadeur de structure SQ,c)

delasolution.
Afin derélier [;on(Q,c) et P(Q), Zimm (1948 apropcse |’ approximation suivante :

cMK 2 41
Nalcon(Q.0)  P(Q)

+2AMc + ..

1.73

pou représenter le spedre de diffusion dune solution de paymeres. Au premier ordre

en ¢, cette goproximation semble justifiée s |e paymere peut étre déait comme une dhaine

aléaoire de dimension transverse null e. Benait et Benmoura (1984 ont tenté de démontrer sa
validité atout les ordres en ¢, mais leur démarche n’ est pas convaincante.

L’ approximation (1. 73) implique que B, = Ay. Ced est assz peu wraisemblable pou une

chaine rédle dont les dimensions radiales ne sont pas nulles. Nous avons donc modifié

I’ approximation de Zimm de la maniére suivante :
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2
CMK?  1+2AMc+..0 1 2B Mc+.
Naleon(Q.C) 1+2B,Mc+...[P(Q) B

(1.74)

afin que les comportements de I'intensité diffuséevers I’avant et du rayon de giration soient

déaits par les expressons (1. 69) et (1. 72), respedivement.
1.3.5 Diffusion quasi éastique de lumiére

Les expériences de diffusion ce lumiére en mode dynamique homodyne permettent de

mesurer lafonction d autocorrelation eI’ intensité diffusée:

C(Q.H =I(Q.0 I(QHU (1.79

[(Q,t) est I'intensité diffusée al’instant t avec un vedeur d’ onde de transfert Q = (471/A) sinf
/2 ouA lalongueur d onde de lalumiére dans le milieu et 81'angle de diffusion. .. (Odésigne
la moyenne temporell e. Cette opération est rédi séepar un corrélateur qui possde 256 canaux
de largeur At; dort on peut chaisir les valeurs de diff érentes fagons.

Pour une solution dluée de maaomoléaules identiques, la fonction dautocorréation

del’intensité diffusée alaforme suivante :

C(QH) =M(Q0)°((1+Bexp (-DQ°t/1)]
(1.76)
ou B un fadeur expérimental compris entre 0 et 1 et D est le wefficient de diffusion e
trandlation des moléaules. Il est relié ai rayon hydrodynamique Ry de lamoléaule par laloi de

Stokes-Einstein

_ kgT
D= 1.77)
61[77R,|' (

ou n laviscosité de lasolution.
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